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I. INTRODUCCION:

La amibiasis en nuestro Pafs es una enfermedad de fuer
tes repercusiones socioecondmicas, debido a que afecta a una bue
na parte de la pobiacién general, Se estima aproximadamente que

un 5 a 6% se encuentra infectada por Entamoeba histolytica pre--

sentando o no manifestaciones clfnicas (1-3). Generalmente 1los
trofozoitos viven como comensales inofensivos en el cflon sin -
producir sintomas de enfermedad; en otras ocasiones, sin embar-
go, pueden ocasionar disenteria, amebhoma o Tesiones ext}aintesti
nales, de las cuales la mds importante es el Absceso Hepdtico -
Amibiano (AHA)}., A ta fecha adn no se ha podido esclarecer si -
existe algdn mecanismo por el cual las amibas puedan transformay
se de comensales inofensivos a virulentas 6 si simplemente sea -
la invasién al individuo por cepas de amibas con mayor poder de
patogenicidad lo que di la pauta para que éste se enferme (3-7).

En Méiico seglin el I.M.S.S...1a amibiasis ocupa el -
cuarto lugar de incidencia anual dentro de los padecimientos -
transmisibles, por estudios realizados en 1983 con 26.5 millones
de derechohabientes, los cuales presentan un 4,69% de incidencia
(8). A1 analizar las estadisticas en base a la complicacitn mds
importante (AHA), se aprecia que en 1971 un 2% de los interna---
mientos en hospitales generales de esta institucién correspondie
ron a AHA con un 9% de mortalidad. La mayor frecuencia de Tos -
casos se registré en adultos masculinos de 20 a 60 afos de edad-

(9).



Agente Etioldgico:

Entamoeba histelytica es el agente causal de la ami--

biasis, pertenece a la familia Entamoebidae, orden Amoebida,-
subfilium Sarcodina, de los protozoarios formadores de pseu-
dopodos de la superclase Rhizopoda, clase Lobosea.

Puese ser observada en las heces de pacientes con ami
biasis como trofozoito, prequiste, metaquiste y quiste.

Trofozoito es la forma movil de Entamoeba histolytica
cuenta con gran capacidad fagocitica, enzimdtica y citopatogéni
ca, tiene dimensiones variables que fluctdan entre 10 y 60 gm.-
posee un solg ndcleo de 3-5 pm. con cromatina periférica y nu--
cleolo central. El citoplasma consiste de un endoplasma granu-
Tar con numerosas vacuolas,

Prequiste y metaquiste son formas de transicidn entre

etapas de quiste y de trofozoito.

Quiste es la forma .de resistencia del pardsito, es
oval 6 redondo con variaciones en su didmetro entre 5y 20
jJm. dependiendo de su madurez presenta de uno a cuatro -
nicleos.

Es inmdvil y sobrevive ‘varios dias fuera del -

organismo siendo por ello responsabie de la transmisidgn de -

este protozoario cuyo Unico huesped natural es el hombre

(5"79 11).



Mecanismos citopatogénicos de E. Hystolytica.

En el estudio de los mecanismos de citopatogenicidad -
se han descrito varios como responsables: a) la gran actividad -
enzimdtica de la amiba, b) su capacidad fagocitica y citotéxica,
c) la induccién de inmunosupresién en el huésped, d) el escape -
de los mecanismos de defensa a trav€s del mimetismo antigénico y
del recambio frecuente de suys componentes membranales, Sin em--
bargo, a la fecha, adn no se han podido unificar estas observa--
ciones para establecer el mecanismo citopatogénico de E. histoly-
Yica, siendo evidente la necesidad de un conocimiento mds profun
do de la relaci@n huésped-pardsito en esta entidad.

Entre las situaciones pocb conocidas se encuentra el -
papel gque juegan los mecanismos inespecificos de defensa del -
huésped, como seria la inflamacion., Al respecto, estudios reali
zados en autopsias revelan que las alteraciones histoldégicas pro
ducidas por la invasi6n de este pardsito a los tejidos son exten
sas zonas de necrosis de tipo 1fitico con Tigera reaccidn inflama
toria (4, 5, 11-~15), Disecando los componentes que intervienen -
en este proceso nos encontramos con la presencia de leucocitosis
con neutrofilia (15, 16), elevados t{tulos de complemento y de
anticuerpos especificos (17, 18) que en primera instancia nos seg
falan que debe de estar ocurriendo un proceso inflamatorio y el
otro punto a'seguir es entonces estudiar si los leucocitos desem
peiian adecuadamente su funcidn,

Estudios realizados en individuos con diferentes for--
mas de amibiasis (intestinal, hepdtica y portadores) y en indivi
duos sanos sobre la capacidad de los monocitos y de los leucoci-

tos polimorfonucleares (PMN) para ingerir Staphylococcus sefialan
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que no existen diferencias en la capacidad fagocftica de monoci-
tos y de PMN de los diferentes grupos, con excepcifn de aquelloes
provenientes de AHA que presenten una respuesta disminufda en -
comparacién con cualquiera de los otros grupos {19), También se
ha reportado que sobrenadantes de cultivo axénico de amibas son-
capaces de inhibir la quimiotaxis de monocitos humanos de indivi
duos sanos, sin afectar la respuesta quimiotdctica de PMN (20).

A En modelo animal de amibiasis experimental en hamsters
se observa que los estadfos tempranos de la lesifn estdn caracte
rizados por la presencia de un gran infiltrado celular que corres
ponde principalmente a PMN que van desapareciendo paulatinamente
del foco de la lesién presuntivamente por el efecto citopatogéni
co tan fuerte que ejerce la amiba sobre ellos (21). Estas obser
vaciones se han repetido cuando se utilizaron gerbos como anima-
les experimentales (22), cimentando la duda que sigue latente al
rededor del estado funcional de los leucocitos en pacientes con

amihiasis.

Hip8tesis.

Partiendo del hecho de que existe minima respuesta in-
flamatoria circundante al absceso en estos pacientes, creemos -
que algunos de los pasos del procesec inflamatorio pueden estar -
afectados, bien sea por un defecto intrfnseco de las células o -
porque la amiba ejerza algiin efecto sobre ellas capaz de inhibir
la respuesta e incluso anularia., E1 presente trabajo plantea el
estudio tanto de la respuesta de quimiotaxis como de la capaci--
dad fagocftica de los leucocitos PMN de pacientes con absceso he

padtico amibiano.



I1. GENERALIDADES.

1. Inflamacidn.

La inflamacién representa una respuesta del tejido vivo
a una agresién externa, la cual se manifiesta en una acumulacién-
de c&lulas y fluido sanguineo. Es un proceso primario, no especi
fico de defensa de un organismo contra agentes agresores externos
(23-26).

Estd caracterizada por signos clinicos locales que cla-
sicamente se definen como calor, rubor, tumor, dolor y pérdida o
disminucion de la funcién del érgano o tejido (24).

Entre Tos agentes agresores que despiertan una respues-
ta inflamatoria podemos mencionar como agentes fisicos: el calor,
los traumatismos y 1a energia eléctrica y radiante; como agentes-
quimicos: los dcidos, los dlcalis y algunos solventes y como -
agentes bioldgicos: virus, hongos, bacteriasy pardsitos (25).

Siempre que un tejido es agredido, en el sitio de la -
lesién ocurren una serie de eventos que tienden a limitar la inva
sién 0 a eliminar al agente agresor. Esta respuesta es indepen--
diente de la naturaleza del agente que esté provocando el dafio.

Los principales efentos de esta respuesta infliamatoria-
son vasculares y estdn caracterizados por la salida de fluido y -.
de leucocitos, cuya finalidad es la reparacidén del dafo.

De acuerdo con el tiempo de duracidén la respuesta infla
matoria se ha clasificado como aguda o crdnica, presentando cada
una de ellas un patrdn caracteristico de conducta, Para los fi-

nes del presente trabajo enfocaremos nuestra atencidn sobre la -



respuesta inflamatoria aguda, que estd caracterizada por tres -

principales eventos vasculares:

z2).

b).

c).

a). Vasodilatacign y cambios en el flujo sanguineo.
b}. Extravasacion de plasma.

¢). Extravasaci6n de leucocitos.

Inicialmente ocurren cambios en el flujo, calibre y permeabi
lidad vascular: existe dilatacién arteriolar y aumento del -
flujo sanguineo por arteriolas con congestion de la circula-
cién venosa de salida que conduce hacia un aumento de la pre
sién hidrostdtica, favoreciendo la extravasacién de fluido e
incrementando la permeabilidad de la microvasculatura.

E1 liquido extravasado en etapas iniciales es un trasudado 6
ultrafiltrado del plasma, posteriormente los cambios de per-
meabilidad en vénulas y capilares pronto permiten el escape-
de protefnas plasmdticas, leucocitos y ocasionalmente eritro
citos.

En la extravasacidn de leucocitos se advierten varios fendme

nos a saber: marginacién y pavimentacién, migracién, quimio-

‘taxis y fagocitosis (Figura 1).

Marginacién y Pavimentacidn:

En la sangre que fluye de manera normal, los leucoci--

tos y eritrocitos en los microvasos estdn circunscritos a la co-

lumna central axil, dejando una capa de plasma comparativamente-

libre de células en contacto con la pared vascular (Figura 2 A),

Al sobrevenir lentitud y estancamiento del flujo (Fig. 2 B) los-

leucocitos se desprenden de la columna central y adoptan sitios-

en contacto con el endotelio (Figura 2 C). Este fenfmeno de adhe
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Figura—1
EVENTOS CELULARES DURANTE LA INFLAMACION
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A Circulacidn Normal

B Lentitud

C  Estancamiento

Figura—2  Marchesi, V. T. Anderson's Pathology: 1985

si6n leucocitaria podrfa ser atribuible a cambios en las células

endoteliales, pero el mecanismo bioqufmico alin se desconoce -
{25).

Migracion: _
Este término denota el fenémeno por virtud del cual -

Tos Jeucocitos méviles escapan de los vasos sanguineos para 1le-

gar a los tejidos perivasculares. Las c&lulas mdviles introdu

. 12



cen pseudfpodos grandes en Tas hendiduras existentes entre las -
células endoteliales y fluyen o reptan a través de las uniones
interendoteliales ensanchadas (Figura 3 A, B), hasta adoptar una
posicién entre la cé8lula endotelial y la membrana basal (Figura-
3 C). Posteriormente, por algdn camino secundario adn desconoci
do, que bien pudiera ser el resultado de un esfuerzo fisico auna
do o no a actividad enzimatica, atraviesan la barrera, al pare--
cer impermeable, de aa membrana basal hasta alcanzar el sitio -
extravascular (Figura 3 D).

Los eritrocitos también pueden salir de los vasos san-
guineos, particularmente en lesiones graves. A diferencia del -
Yeucocito, el eritrocito parece ser expulsado pasiva e involunta
riamente del vaso lesjonado por presign interna, después de 1los
lTeucocitos migratorios. Esto explica la aparicién de exudados -

hemorrégicos en las reacciones inflamatorias mds graves.

Lumen
Célula Endotelial

Figura—-3

Marchesi, V. T.
Anderson s Pathology, 1985

R Tk

i i(embmnn
Unidn Infercelular Bosal
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Quimiotaxis:

Es la respuesta celular a la deteccidn de un gradiente
quimico. Algunas células poseen receptores para algunas sustan
cias que cuando se les unen estimulan el movimiento celular -
hacia el sitio en que se encuentran en mayor concentracign -
(27-32), Las células que responden primordialmehte a estos es-
timulos quimicos son los leucocitos polimorfonucleares que inclu
yen neutr6filos, basgfilos y eosingfilos. Los monocitos también
responden a estimuios quimiotdcticos para PMN, no asi los 1lin
focitos que en cambio migran hacia sustancias libreradas por -
Tinfocitos estimulados con antigeno (25).

E1 principal agente quimiotdctico para leucocitos es
el péptido Csa derivado del compiemento. Otros serfan el leuco-
trieno B4, C§g73 calicreina, prostanglandina E1 y productos-
liberados por linfocitos y polimorfonucleares. Entre los agenJ
tes quimiotdcticos ex6genos mds potentes se encuentra el péptido
n-formil-metienil-leucil-fenilalanina, importante en la inicia--
cién de l1a sintesis de proteinas bacterijanas. (27, 33, 34).

E1 mecanismo mds profundamente estudiado ha sido el de
unién de n-formil-metionil-leucil-fenilalanina a su receptor en
el leucocito PMN neutr6filo. La interaccidn del ligando con su
receptor inicia el incremento en el metabolismo oxidative de 1la
glucosa, el consumo de oxfgeno, la generacidn de anion superéxi-
do, exocitosis de grdnulos citopldsmicos contenientes de un am--
plio espectro de enzimas y péptidos, cambios en la forma e in--
‘cremento en la capacidad de adherencia celular, migracién direc-
cional, facocitosis de particulas con que hacen centacto las cé-

Tulas, generaci6n de'metabolitos del dcido araquidénico y una va

. 14



riedad de reacciones bioquimicas intermediarias (28).

Se ha visto que estos receptores existen en dos esta--
dos de afinidad diferente para su ligando. La unidn del ligando
a receptores de alta afinidad estimula el movimiente celular, -
mientras que la unidn a receptores de baja afinidad estimula la
funcidn secretora microbicida del PMN (30).

La unién del quimioatrayente a la membrana celular al-
tera el potencial transmembrana y activa el flujo de iones, Se-
produce una elongacién polarizada de la célula con un borde antg
rior amplio {lamelipodio) y uno pequefio posterior {urdépodo), en
el cual se localizan los grdanulos de la c&lula en movimiento. EI
borde conductor del pseuddpodo se tlena de microfilamentos de
actina que se extienden como una fina capa submembranosa alrede-
dor de la c&lula y luego reaparecen como haces densos en el uré-
podo. Estos microfilamentos proporcionan el sosten estructural
y junto con Tas moléculas de miosina y otras protefnas regulado-
ras como profilina, acumentina y gelsolina (35), son capaces de
contraerse proporcionando asi las fuerzas dindmicas necesarias -
para el movimiento celular. También existen microtibulos en Ja
célula, pero no intervienen en Ta movilidad, mds bien sirven co-
mo esqueleto interno que aumenta la rigidez y mantiene 1a forma-
de Ta célula, Figura 4 (27, 28, 35}, Estas microfibrillas -
también parecen ser las estructuras causantes de la persistencia
del movimiento en una direccién especifica a falta de un gradien
te quiniotdctico: Migracién al azar. Un incremento en la velo-
cidad de movimiento, no necesariamente en una direccifn defini

da es denominado quimiocinesis (36).



Figura —4
Eventos metabdlicos que ocurren durante la respuesta quimiotdcliica

{1) Reconocimiento del gradiente
quimiotdctico a traves de la
interaccion del factor quimiotdctico
con los receptores de la superficie
celulor.

{11} Conversion de la informacidn
extracelular ¢ intracelular
en respuesta al gradiente celular
quimiotdctico resulta en;

a) Alteracion del Potenciol
Transmenbrana
b) Flujo lIonico

c) Activacidn det Proceso Metabdlico

(1l) Contraccidn polarizada de lo célula
en direccidn def gradiente quimiotdetict
inducida por : la reorganizacidn de
los elementos contractiles de la celulo
Microtibulos y Microfilamentos

Factor Quimiotdctico O

Recepfor del Fector Quimiotdctico ( _
Snyderman, R. Science 1981

.16



Tanto los granulocitos como los monocitos emigran simul
téneamente, solo que los granulocitos son mds mdéviies y llegan -
antes al foco inflamatorio. Sin embargo, la vida media de los -
PMN es corta, aproximadamente 6 o 7 horas (37), y de formar la -
principal poblacidn celular del sitio inflamado en las primeras -

heras, son reempiazados por monocitos que ilegan mas tarde.

Fagocitosis:

En este importante evento las c&lulas que participan -
tienen por finalidad eliminar el agente extrafio o remover de los
tejidos las células dafiadas 6 envejecidas, para lo cual las ingie
ren y degradan,

Es unra continuacifn de los eventos anteriores y se vé -
favorecida cuando existe una previa opsonizacién o forramiento, -
proceso que vuelve mds susceptible a los agentes extrafios a ser -
ingeridos por las c&lulas fagociticas.

La opsonizacifn puede ocurrir por anticuerpos IgG espe-
cificos de las clases IgG; e IgGy que recubren la particula y pa
ra las cuales los fagocitos poseen receptores para el fragmento -
Fc de ta molécula, formando una especie de puente que acerca la
partfcula al fagocito.

Otro camino puede ser la unidn especifica Ag-Ac, que ag
tivando la via cldsica del complemento forma C,b, para el cual los
fagocitos también poseen receptores. Ademds se puede fijar C3b -
sobre la superficie de la partfcula a través de la via alternade)
complemento; este proceso serfa inespecifico.

Cuando la partfcula se encuentra adecuadamentg opsoniza

da se dispara el proceso de ingestién de ésta, y de la misma mane

17



ra que durante la quimiotaxis, se activa el sistema de microfila-
mentos de actina y miosina formdndose pseudbépodos que engloban d
Ta particula v cuyos extremos posteriormente se fusionan formando
una vacuola fagocitica, a la cual se vierte el contenide de los -
granulos celulares vy se disparan los mecanismos oxidativos y no -
oxidativos tendientes a degradar 1la particﬁ]a ingerida (38). /

La célula fagocitica por excelencia es el leucocito po-
liforfonucleatr que es producido en la médula Gsea y liberando a -
lacirculacion donde existe normalmente un promedio de 1880 a 7000 neu
tré6filos pormicrolitro de sangre, en individuos adultos (37).Fig.5.

E1 proceso de maduracién del PMN dura aproximadamente -
dos semanas, durante las cuales estas cé&lulas adquierendos tipos -
de grédnulos intracitopldsmicos: azuréfilos 6 primarios y especifi--

vcoéo secundarios. Los primeros son formados durante el estado pro
mielocitico y Yos segundos durante el mielocitico.

Los grdnulos azur6filos contienen enzimas del sistema mi-
crobicidaque estdn involucradas en 1a digestén de organismos o en -
la destruccidén de células blanco, como serianlasmieloperoxidasa, -
hidrolasas dcidas, proteasas neutras, proteinas catidnicas y lisozima.

Se ha visto que los grdanulos especificos contienen lac-
toferrina, vitamina 812, fosfolipasa R, y aproximadamente dos ter |
cios de la lisozima celular. Estos grdnulos dan a Ja célula su ca
racteristico color rosado cuande es teiiida con colorante de lright
o de Giemsa (39).

Después de que una particula es fagocitada, estos grdnu
los se vierten en la vacuola fagocitica o fagosoma, dando comien-
zo a procesos de degradacidn de la particula ingerida, que se han

clasificado como oxidativos y no oxidativos (39-42).

18
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Los eventos que ocurren durante el proceso oxidativo -

son:

a) Incremeﬁto en el consumo de oxigeno,

b) Incremento en el flujo de glucosa en ta ruta de la hexosa mono
fosfato.

¢) Incremente en la producci6n de superdxido (05 )y perdxido de -
hidrdgeno (HZOZ)'

d) Incremento en la fijacidén de iodo inorgdnico a la forma enlaza
da a proteinas.

e} La generacién de luz: fendmeno de.quimio]uminiscencia.

Se incrementa el consumo dé glucosa por la via de la -
hexosa monofosfato y se produce NADPH cuando la Glucosa-6-fosfato
es oxidada a 6-fosfoglucono-¥-lactona y posteriormente cuando el
6-fosfogluconato es transformado en d-ribulosa-5-fosfato. Este --
NADPH es utitizado por la NADPH-oxidasa (una flavoproteina) para
producir superfxido a partir de oxigeno molecular.

E1 NADPH también es utilizado por la glutation peroxida
sa y por la catalasa en la conversign de pergxido de hidrégeno a
agua y oxfgeno; ambas enzimas se localizan en el citoplasma celu-
lar, lo cual sugiere que juegan un importante papel protector so-
bre el dafiino perfxido de hidrdgeno que se pueda difundir al cito .
plasma.

El H202 se forma a partir de Ta dismutaci6n espotdnea -
de 05, el cual es inestable en solucidn acuosa y mds adn a pH ba
jo. Esta dismutacidn también puede ser catalizada por la superdxi
do dismutasa (S0D).

Ambos productos en solucién y en presencia de metales -

cataliticos, tales como el fierro, pueden reaccionar entre si y -
.20



formar radicaies oxhidrilo: QH., que también pueden ser produci--
dos directamente de la reduccién del perfxido de hidrfgeno,

Una r&pida y no catalitica dismutacidn de Oé conduce a
la formacién de singlete de oxfgeno (102) y perdxido de hidrégeno
Esta G1tima especie tambi€n puede ser producida por la reaccién -
de H,0, con 0C1™ que nos d& lg, + H,0 + c1-,

Todas las especies anteriores representan estados exci-
tados del oxigeno, altamente reactivas y sumamente téxicas por -
ello para los organismos.

E1 singlete de oxfgeno:lo2 por ejemplo, reacciona dvida
mente conmoléculas orgdnicas de alta densidad electrénica (enlaces
de carbono insaturados) formando deoxietanos substituidos. Estos-
grupos son 1dbiles y se disocian formando grupos carbonilo excitados
electrdénicamente, los cuales liberan su energfa emitiendo fotones.
Otras especies oxidantes generadas por los:- PMN que actdan coopera
fivamente con el oxfgeno son las formas oxidadas de los metales:
Cu3+, Fe3+, Mn3+, Se3+.

E1 sistema de 1a mieloperoxidasa juega un papel impor--
tante en la destruccién de microorganismes. La MPQ es una enzima
hemo con peso molecular aproximado de 150,000 daltones que utili-
zando perbxido de hidrégeno como substrato puede oxidar Yos iones
haluro con la consiguiente formacidn del hipohaluro, los cuales -
funcionan también como poderosos oxidantes. Se han propuesto va--
rios mecanismos sobre 1a acci6n microbicida del sistema de la -
MPO—HZOZ-haIuro, a saber:

i) La halogenacion de sitios blanco como residuos de tirosina, -
aminas, amidas y grupos sulfhidriles de los microordan15mos, con

1a resultante pérdida de su funcidn & estructura,
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i1} Descarboxilacién oxidativa de aminodcides con la generacifn -
de aldehidos téxicos. Esto es, cuando se encuentra Ci” en el me--
dio, junto con MPO y H202 tos aminodcidos & proteinas pueden ser
clorinados form&ndose potentes cloraminas o cloramidas tdéxicas, -
las cuales conservan el poder oxidante del hipohalura.

La formacidn de estos productos tiene como consecuencia
la descarboxilacidon y desaminacidn de los aminodcidos formdndose-
COZ, amonio y un aldehido.

Figura 6.

Aunado a todo esto, la formacidn de perdxidos lipidicos
y grupos carbonilos producidos durante la interaccitn de las for-
mas excitadas de 0, con los enlaces insaturados de carbono, repre
senta otro mecanismo importante de generacidn de especies con -
gran potencial de oxidacién propagabie.

En los microorganismes las principales sitios suscepti-

bles a ataque oxidative son los siguientes:

Sitio Consecuencia

Enlaces de carbono insaturados Pérdida de la funcionalidad de la membra
~ Formacidon de grupos carbonilo: na.

aldehidos, cetonas, ac.orgdnicos
- Peroxidacién de 1ipidos

Grupos sulfhidrilos. Pérdida de la funcién de enzimas que con
tienen grupos ~SH.
Eliminacidn del poder reductor (por ejem
plo del glutatidn),

Grupos amino. Reacciones de descarboxilacidon, Rompi---

- iGn de inas. miento de los enlaces pépticos.
fomacia cloraminas Pérdida de la actividad enzimitica.

Acidos nucléicos. Reacciones de oxidacién secundaria.

Rompimiento con p8rdida de la capacidad
de replicacidn,

Sitios activos de enzimas hemo Pérdida de la actividad de oxidoreducta-
sa. )
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Figura—6 PRINCIPALES EVENTOS DEL METABOLISMO OXIDATIVO QUE OCURREN DURANTE
LA FAGOCITOSIS,

1. Como consecuencia de la estimulacién de la membrana se activa la NAD(P) H-Oxi
dasa que cataliza a la reduccién de 0p a 07, mediante la transferencia de un
electr6n del NAD (P)H.

2. Por dismutacisén espontinea Op se transforma en H202 y 0.

3. Se deposita en la vacuola fagocitica mieloperoxidasa (MPO), que utilizando -
Ha02 e iones haluro como sustratos cataliza importantes reacciones microbici
das como halogenacién de protefnas.

Vacucla Fagocltica

Hologenacion
de Proteinas

Recepfor de,
Membrana

2GSH GSSG
(GSSG-RED)

NADP  NADPH

4. E1 superdxido que se escapa de la vacuola fagocTtica es reducido a peréxido -
de hidrégeno por la superdxido dismutasa (S0D).

5. E1 peréxido de hidrégeno a su vez es reducido por catalasa a ox{geno y agua.

6. La glutatién peroxidasa (GSH-PO) cataliza la oxidacién de GSH por H202; ?a -
g!u ation reductasa (GSH-RED) utiliza NADPH como sustrato para reducir gluta-~
tién oxidado (GSSG),

7. EY NADPH es producido por la oxidacién de la glucosa en la ruta de la hexosa-
monofosfato.

Root, R.K.; Cohen, M.S.. Rew. Infections Dis. 1981



Sitio Consecuencia

Reduccibn de los nucledtidos Pérdida del poder reductor de las células.
de piridina.

Disminucidn en la relacibn - Inhibicién en la biosintesis de 1ipidos.
NAD(P)H : NAD(P),

Ref. 36: Tabla 2. p 577.

La generaci8n de luz, fendmeno denominado quimioluminiscen
cia, proviene de las especies excitadas de oxigeno, principalmente-
del singlete de oxigeno (102), el cual se produce en dos formas: -
Sigma 102 gque posee electrones antiparalelos en diferentes 6rbitas
y Delta 102 en donde los electrones antiparalelos se encuentran en
1a misma d&rbita,

Cuando estas formas retornan a su estado energético origi-
nal, liberan energia en forma de fotones y fluorescencia caracteris
tica (39-44),

Por otro lado tenemos los procesos independientes de oxfge
no en donde como principales efectores tenemos:

a). La acidificacién del medio en 21 fagosoma, en donde el pH des--
ciende debido principalmente a la formacidn de Tactato durante la -
glucdlisis y a que se vierten productos dcides de los grdnulos, lo
cual influye sobre los organismos a degradar, afectdndolos directa-
mente bien sea por &cidos orgénicos o lipofilicos o proporcionando- -
un medio 6ptimo para el funcionamiento del sistema de la MPO.

b). La accién de la lisozima, enzima que hidroliza la pared celular
de los microorganismos; esta enzima es una pequefla proteina catidni
ca, estable al calentamiento, que ataca especificamente enlaces glu
cosidicos # (1— 4), que unen al Ac. N-acetil murdmico con N-ace--
til-glucosamina, del péptido glicano.

c). La presencia de protefnas catidnicas ricas en arginina, general
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mente de bajo peso molecular que oscila entre 10,000 y 25,000 dal-
tones, Son.més activas a pH neutro, afectando la capacidad de Tos
microorganismos para desarrollarse sin destruir su integridad es--
tructural. Actidan principalmente en cooperacidn con otros mecanis
mos antimicrobianos.

d). La accidn de Ta Tlactoferrina, proteina de alto peso molecular:
77,000 daltones, que posee una fuerte afinidad por el hierro y a
altas concentraciones puede inhibir el desarrollec de los microorga
nismos por competir con ellos por el hierro del medio. Aproximada
mente dos tercios de esta protefna son liberados al medio extrace-
Tular,

e). Proteasas que son mds activas a pH neutro como serina esterasa,
elastasa, colagenasa, catepsinas G, D y E, cuya funcién parece ser
mds degradativa que microbicida. Su actividad es inhibida por fac-
tores séricos y tisulares tales como o< -l-antitripsina y o<-2-ma--
croglobulina.

f), Finalmente se mencionard que existen factores séricos que favo
recen la fagocitosis principalmente por su acci6n opsénica o ampli
ficando Ta accién de los propios fagocitos, como reportaron Ligh y
col., quienes demostraron que tanto IgG como complemento pueden -
aumentar la capacidad de los monocitos humanos para matar intrace-

tularmente Staphylococcus o Escherichia coli (39, 44-48).

Es importante sefialar que en todos estos acontecimientos-
estd involucrada Ta participacidn de diversas sustancias denomina-
das mediadores. Estos pueden ser clasificados en dos grupos prin-

cipales: provenientes del plasma y provenientes de los tejidos.



Provenjentes del plasma:

- Sistema de las cininas: Se conoce también con el nombre de sis-

tema de la calicreina, Se inicia con la activacidon del factor -
XII, la cual conduce finaimente a la formacion de calicrefna, que-
actﬁa sobre la =< 2-macroglobulina, formando un péptido de nueve -
aminodcidos denominado bradicina que provoca una contraccién lenta
y sostenida de los midsculos lisos (incluyendo los de bronquios y -
vasos sanguineos), incrementa la permeabilidad vascular, aumenta -
la secrecién de las gliandulas mucosas, incluyendo las de los bron-
quios y estimula las fibras sensibles al dolor.

- El sistema del complemento: De los componentes del complemento-

los que mayor importancia tienen en inflamacién son C3a y C5a, los
cuales inducen Tljberacién no citolftica de histamina de las célu-
las cebadas y de basdfilos, provocando con ello aumento de la per-
meabilidad capilar, edema y contraccidn del midsculo liso, Cgca ac-
tda también como un poderoso agente quimiotdctico para leucocitos
PMN, asf como tambié&n el fragmento CEET' aunque éste en menor gra-
do,

- Sistema de la coagulacién: Se ha visto que los fibrinopéptidos-

tTiberados del fibrindgeno por la accifn de Ta trombina durante 1la
coagulacidn son mediadores inflamatorios que incrementan el efecto
de la bradicina y funcionan como agentes quimioctdcticos para leuco
citos PMN.

Estos tres sistemas interaccionan entre sfi cuando el factor XII
de la coagulacion o de Hageman es activado al ser daﬁado el endote
lio de los pequefios vasos sangufneos y con ello exponen la coldge-
na, Por un lado el factor XII de la coagulacién activa el sistema

de Tlas cininas como ya se mencioné y por otro lado desencadena el
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sistema fibrinolitico induciendo a través de varias etapas interme
dias la formacién de plasmina a partir de plasminfgeno, la cual es
una enzima proteolitica de amplia especificidad que puede digerir-
no solo l1a fibrina sino también el fibrin6geno, el factor XI1I, el
VyelVII de la coagulaci6n, la protombinay el inactivador de -
Cl‘ C3 y CS'

Figura 7.

Por otro lado, de los provenientes de los tejidos tenemos:

-~ Aminas vasoactivas: La mds importante es la histamina, que se
encuentra a]macenﬁda en los grdnulos de las células cebadas y de -
los bas6filos y en las plaquetas; ocasiona contraccién del misculo
Tiso de los bronquiolos y pequefios vasos sanguineos, aumento de la
permeabilidad de los capilares e incremento de la secrecidn de las
glénduias mucosas de la nariz y de los bronquios. Otra amina va--
soactiva es la 5-hidroxitriptamina o serotonina, la cual se en-
cuentra en las células cebadas de los ratones y en las b]aquetas -
humanas, Desempeiia un papel farmacodindmice en la anafilaxia de -

los ratones, ratas y conejos. En el hombre esto no se ha comproba

do.

- Derivados del Acido Araquiddnico: Esfe es un &cido graso de -
veinte carbonos que existe normalmente en la membrana de las cé&lu-
las y que es liberado por las fosfolipasas A2 y C, cuando estas -
son activadas, como ya se mencioné, El ac. araquidénico es metabo
lizado por dos vfas: La 5-lipooxigenasa que conduce a 1a produc--
ci6bn de leucotrienos: LTC4,‘ LTD4 y LTE4. que forman una mez--
cla muy potente espasmogénica y vasodilatadora, conocida como subs

tancia de reaccifn lenta de la anafilaxia: SRL-A. E] LTB4 es un
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Figura — 7

Interaccion de los Diversos Sistemas que son activados durante el dofo tisulor
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potente agente quimiotdctico para leucocitos PMN, La otra via es
la de la ciclooxigenasa en la que se producen protaglandinas y -
tromboxanos. La PGD2 es un vasodilatador potente, la PGF2 fun-
ciona como potente broncoconstrictor; Tlas PGE2 y PGE1 actian -
como potentes bronco y vasodilatadores. La PGI2 disgrega las pla
quetas, en tanto que los tromboxanos TxA2 Yy Tsz favorecen 1la
agregacién plaquetaria y por consiguiente son reguladores podero--
sos de la coagulacidn sanguinea y de la homeostasis.

- Componentes lisosomales:

Proteinas catifnicas: Incrementan la permeabilidad vascular. Ac-

tdan como agentes quimiotdcticos de células mononucleares y como -

factor inmovilizador de netrafilos,

Proteasas dcidas: Actlan como liberadores de leucocinina del plas
ma, ademids de que si el pH es dcido degrada membranas basales.
Proteasas neutras: Degradan coldgena, elastina, cartilago, fibri-
na, membrana basal renal, generan agentes quimiotdcticos de C3 y
CS’ Tiberan cininas de los cininégenos del plasma e incrementan -
la permeabilidad vascular.

- Productos de linfocitos: B&sicamente son denominados linfocinas,

poseen diferentes actividades como son inhibir la migracién de ma-
créfagos y de linfocitos, estimular la proliferacidén de }infocitos
entre otras.

- Por Gltimo tenemos diversos mediadores provenientes de tejidos -
como serfan pirégenos endégenos (sustancia P: decapéptido), neuro-

tensina y AMPc (23-26),



2. Hétodos de evaluacidn de la respuesta inflamatoria.

En 1a evaluacidn de la respuesta inflamatoria existen diver
s0s pardmetros que pueden ser medidos:

- Agregacidgn celular

- Adherencia

~ Quimiotaxis

- Opsonizaci6n y fagocitosis

- Respuesta metab6lica

- Capacidad bactericida (49)

Agregacidn celular:

La agregaci6n de granulocitos es medida segln el método de
0'Flaherty y cols, ﬁtilizando un equipo nefelométrico electrénico;
agregbmetro plaquetario que mide particulas de determinado tamafio.
Este ensayo es utilizado comoc pardmetro de evaluacidn in vitro de
la adhesividad granulocftica y como un bioandlisis para medir la -~
actividad de Csa; el cual se ha demostrado que incrementa significa

tivamente la adhesividad granulocftica (49).

-Adherencia:

La medida de la adherencia granutocftica es importante de-
bido a que la adhesién de los granulocitos al endotelio vascular es
un fenémeno primario de la respuesta celular en la inflamacién. Pa-
ra medirla se utiliza principalmente el método de McGregor y cols,

en el cual miden la adhesividad celular a fibras de nylon, Si el -
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pardmetro se encuentra alterado puede disminuir la respuesta del -
huésped a la infecciédn.

Existen reportes de que se encuentra disminuida la adhesi
vidad en aquellas pérsonas que ingirieron fuertes cantidades de -
alchohol o en aquellas con corticoesteroides, asi como en pacien--
tes con glomerulonefritis postestreptocdccica. Un aumento de la -
adhesividad estd relacionado con granulocitopenia y respuesta re--

tardada al estimulo infeccioso (49).

Quimiotaxis:

La capacidad que tienen las cé&lulas para migrar hacia el
sitio que ha sido invadido por agentes extrafios se puede medir de
diversas maneras:

a} In vivo: Se utjlizan cimaras especialmente disefiadas como 1la
ventana de Rebuck que contiene el quimioatrayente y se coloca en el
antebrazo del paciente dejdndose por veinticuatro Horas, al cabo de
las cuales se retira y se observa el ndmero y tipo de células que

se adhirieron al vidrio de la cdmara. Es una medicién poCo usada,

tediosa, cuyos resultados son de reproducibilidad incenstante (34,

49).

b) In vitro: Son las técnicas mds utilizadas, Se emplea princi-

palmente la cdmara de Boyden, disefiada por é&ste en 1962, que cons-

ta de dos compartimientos separados por una delgada membrana.. ET-

agente quimiotdctico C5a o n-formil-metionil-leucil-fenilalanina-

(entre los mds usados) se coloca en la parte inferior de la cdmara

y en la parte superior se adicionan las c&lulas, A través del fil

tro se forma un gradiente de la sustancia gquimiotdctica, el que re
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conocen las células y migran hacia &1 esforzdndose por atravesar la
membrana, que posee poros cuyo didmetro no permiten el paso de las
c8lulas, a menos que estas se deformen en un esfuerzo por migrar al
sitio hacia donde son atrafdas, La cdmara se incuba a 37°C,, duran
te un perfodo definido de tiempo (de 30 a 90 minutos, segln se esta
blezca), al cabo del cual se remueven las células y se obtiene el -
filtro, que es fijado y tefiido. La interpretacifn de resultados -
puede ser de dos maneras: contando el nimero de células que atra--
viesan el filtro o 1a distancia que migraron en &1 (33, 34, 49),
Otra técnica de introduccidn mids reciente es la medida de
la migracidh en geles de agarosa. Se preparan placas de agarosa en
cajas de Petri y se cortan tres pocitos por muestra. En el pozo -
central se colocan Tas células y en los laterales el agente quiﬁio-
tiactico en uno y en el otro s6lo amortiguador para cuantificar qui
miotaxis al azar. Las placas se incuban durante dos horas, al cabo
de Tas cuaies se fijan Tas células y se tifien. Se mide Ta dfstan--

cia que migran las c&lulas en la placa (33, 34, 49, 50),

Opsonizacién y fagocitosis:

Siendo la opsonizacidn un proceso de facilita la fagoc?tg
sis se mide indirectamente a través de pruebas de fagocitosis, Son
cuatro lTos métodos empleados:

- Estudios microscdpicos.

- Determinacidon de Ta poblacifn bacteriana intrace1u1ar,ut111ian-
do fenil-butazona para determinar la muerte intracelular y anti
bi6ticos para eliminar las bacterias extracelulares.

.~ Medida de 1la capfacidn de bacterias marcadas radiactivamente -
usando monocapas de c€lulas adheridas a laminillas de vidrio o
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células fagociticas en suspensifn, Las bacterias extracelula--
res son eliminadas lavando las células fagocfficas (49).

- Quimioluminiscencia (51),

Respuesta metab6lica,

Esta es una medida de la capacidad de lés células de res-
ponder al estimulo fagocitico poniendo a funcionar su maquinaria -
metab6lica, o que se manifiesta como un incrementoc en el consumc-
de oxfgeno y produccifn de especies reactivas de oxfgeno. Las -
pruebas para medirla son:

- Quimioluminiscencia: descrita en 1972 por Allen y cols. (52),-
consiste en medir la cantidad de fotones que emiten los fagocitos-
activos al producirse especies reactivas de oxfgeno (39-44). Para
€sto se estimulan las c&lulas a fagocitar con zimosano opsonizado-
o0 con partfculas de 1é§ex y se mide la cantidad de fotones emiti--
dos en un contador de ceﬁtelleo 1fquido; inicialmente fué.medida -
operande el contador con la ventana abierta de 0 a o, una ganan--
cia de 100% y un solo tubo fotomultiplicador‘operando. debido a -
que los niveles de luz generados son extremadamente bajos (53).

Recientemente, muchos investigadores han empleado el compuesto lu-
minol (5-amino-2, 3-dihidro-1,4- ftalacinediona) come amplifica-
dor de la respuesta de quimioluminiscencia (54-56) que permite uti
lizar un menor nfimero de células, eliminar la necesidad de traba--
jar en la abscuridad (o bajo luz roja: 56}, ademds de que puede -
ser utilizado para medir quimioluminiscencia en sangre completa -
(57-59). E1 luminol es oxidado por alguna especie reactiva de -

oxfgero generada durante el estallido respiratorio, aunque la reac
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cién exacta no ha sido definida. La oxidacién del luminol resulta
en la produccidndel anign aminnftalato excitado, que al relajarse a su

estado basal emite fatnnes {54).

i a
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De esta forma se puede seguir la reaccign en el contador de cente-
11e0, operéndolo con los dos tubos fotomultiplicadores "in coinci-
dencia®, como usualmente se maneja. Se mide la emisi6n de luz a -
diferentes periodos de tiempo y se traza una cinética de la canti-
dad de luz producida, lo cual es proporcional a la actividad meta-
b61ica de las cé&lulas. Bien sea que se utilice como pardmetro de
~medicidn la altura del pico de quimioluminiscencia o el drea bajo
Ta curva.

En el desarrollo de este trabajo hemos elegido precisamen
te el empleo de este método, que nos medird la respuesta metabdli-
ca celular y Ta capacidad opsonizante del suero.

- Reduccién del nitroazul de tetrazolio (NBT)., Este colorante, -
de color amarillio claro en solucién (forma oxidada), es reducido -
por especies reactivas de oxigeno, principalmente por 05, produ--
ciéndose un precipitado obscuro de formazdn. Para realizar esta
prueba se dejan adherir las células en una laminilla de vidrio y
se desaffan con zimosano o con bacterias opsonizadas en presencia-
de NBT, Luego de un periodo determinadd de ‘tiempo se lava la Tami
nilla, se fija y se tifie. En las cé&lulas con mecanismos fntegros-
de fagocitosis se depositan precipitados de formazdn de color obs-

curo. Se observa y cuenta al microscopio el porcentaje de células

. 34



que los presentan(49).

- lodinacién: Se incuban los neutr6filos con yoduro (1°) marcado-
radiactivamente y una particula jingerible., Se precipitan ias pro-
teinas con acido tricloro acBtico y se mide la radiactividad para
saber cuanto yoduro incorporaron las c¢élulas. ET sistema celular-
que se encuentra involucrado en esta reaccidgn es el de la mielope-
roxidasa-#,0,-haluro (49},

- Oxidacidn de Glucosa: Este pardmetro puede ser medido por la

12 14

adicién al medio de glucosa-1-""C y la liberacidn de

14

co, el -
cual es colectado como bicarbonato~""C y medido en un contador de

centelleo (49}.

Capacidad Bactericida:

En esta prueba Jos leucocites son puestos en contacto -
con bacterias e incubados’durante 120 minutos a 37° C,, tomdndose-
muestras a diferentes tiempos de jncubacién: 0, 30, 60 y 120 minu-
tos, que se siembran en agaf para cuantificar el nidmero de unida--
des formadoras de colonias, Se comparan con el correspondiente -
control que ﬁo contenia células y se calcula el porcentaje de mi~-

croorganismos que las células eliminaron (49),
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3. Influencia del organismo pat6geno sobre la respuesta inflamato-

ria:

Se han descrito diversos mecanismos que intentan explicar
c6mo algunos organismos invasores evaden la respuesta de defensa -
de un huésped., Excelentés revisiones de cémo evaden los organis--
mos la respuesta inespecifica: fagqcitosis, han sido realizadas -
por diversos autores (46-48,60) que describen cémo cada paso de -
este proceso puede ser bloqueado por algunos microorganismos paté-

genos:

Reconocimiento:

Se observ§ que Schistosomas adultos no eran atacados por
células fagocfticas y se demostrS que eran capaces de adquirir de-
terminantes antigénicos de eritrocitos, como los antigenos de gru-

po A, B, Hylewis 8+, pero no los de Rh, M, N, S o Duffy (46).

Quimiotaxis:

Los antfgenos o productos bacterianos juegan un papel muy
importante en la iniciacién de la respuesta quimjotdctica, Retar-
dos en el arribo de c8&lulas fagocfticas al sitio de la invasi6n -
permiten la multipiicacién bacteriana, Se ha detectado que Qarios
microorganismos disminuyen la migraci6n de netréfilos: Salmoneila

typhi Neisseria_meningitidis Pseudomonas aeruginosa, especies de

Serratia; cepas:virulentas de Brucella o de Mycobacterium tubercu-

losis; componentes bacterianos como el mucopéptido de 1a pared ce-

lular de Staphylococcus aureus o el d&cido hialurSnico de la cépsu




la de Streptococcus grupo A; toxinas bacterianas de Clostridium

perfringens y Staphylococcus aureus,

Aunque el mecanismo por-el cual estos organismos afectan-
la quimiotaxis no se conoce bjen se postula que no estén activando
a los fagocitos a migrar, que produzcan factores que inhiban la mo
tilidad, o que fallen al generar sustancias quimiotdcticas endége-

nas como Cca. (46, 60).

Adhesif6n e Ingestidn:

Algunos componentes de la superficie bacteriana le confie
ren propiedades anfifagociticas al microorganismo, como serfa la -
cdpsula, los gérmenes que la poseen, son entre otros: Stregtoco--;

ccus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Neisseria gonorrhoeae, -

Neisseria meningitidis, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus -

aureus, Haemophilus influenzae grupo B, Yersinia pestis, Bacillus

anthracis, Campylobacter fetus, Bacteroides fragilis, Pasteurella-

multocida y Cryptococcus neoformans (46-48).

Inhibicién de la ingestidén, a pesar de la adhesidn:

Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasmas y virus de 1a influen-

za, sobreviven pese a que pueden adherirse a la membrana de la cé-
lula, probablemente por disminuir 1a fluidez de la membrana del fa

gocito, evitando as7 la ingestidn (46, 47),

Estallido Respiratorio:

Se ha reportado que cepas virulentas de Salmonella typhi,

Brucella abortus disminuyen la respuesta de quimioluminiscencia -

cuando se incuban netr6filos con ellas, al igual que varios virus-
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como serian el de Newcastle, herpes simplex, vaccinia y reovirus,
En general se ha visto que la respuesta de quimioluminiscencia se
encuentra incrementada cuando se trata de bacterias como agentes-
patdgenos (61-65) y disminuida en el caso de agentes virales como

patégenos (63, 64, 66).

Degranulacidn:

Algunos microorganismos como Mycobacterium tuberculosis,

Mycobacterium microti, Mycobacterium bovis y Toxoplasma gondii in

hiben la fusién de l1os grédnulos al fagosoma, desconociéndose aun-

el mecanismo de esta accidon (46).

Ataque oxidativo:

Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Escheri-

chia coli, Sarcina lutea, Brucella abortus, poseen sustancias ca-

paces de eliminar las especies reactivas de oxfgeno formadas du--
rante la fagocitosis, como serfan la catalasa, superdoxido-dismuta
sa, 0 en el caso de Sarcina lutea que posee carotenocides, cuyos -

dobles enlaces reaccionan con el singlete de oxfgéno {46, 47).

Ataque independiente de oxfgeno:

Cepas lisas de Salmonella typhimurium y Salmonella mi--

nnesota, sobreviven mejor al ataque de extractos de grdnulos pri-
marios que las correspondientes cepas rugosas. Se postula que es
to se debe a que Tas cepas lisas poseen cadenas laterales de lipo
polisacdrido que impiden estéricamente la acci6n de las protefnas

de los grdanulos (46, 47).
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Escape del fagosoma:
Algunos organismos viven libremente en el citoplasma -
celular, no siendo reconocidos por la célula huésped como extra-

fias; tal es el caso de Mycobacterium bovis, Rickettsia tsutsuga-

mushi, Toxoplasma gondii, algunos parecen tener acceso directo al

citoplasma en vez de romper el fagosoma. (46).

Leucotoxicidad:
Huchos organismos poseen toxinas solubles que répida--

mente dafian a las células fagociticas, como Streptococcus pneumo-

niae, Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus, Pseudomonas

aeruginosa y Entamoeba histolytica. Aunque el mecanismo exacto-

puede diferir de un organismo a otro, las toxinas presentan la -
capacidad de despolarizar la membrana de la c&lula fagocitica -
causando degranulacifn masiva de ésta y muerte celular. (46).

Como se puede apreciar, poco es lo que se conoce sobre
el efecto que tienen los parfsitos en estos mecanismos; general-
mente se ha enfocado el estudio de éstos sobre cdmo evaden la -
respuesta {nmune (67), en donde se conocen algunos mecanismos cQ
mo serfan la variacidn antigénica, el enmascaramientoc de antfige-

ros y el efecto inmunosupresor, entre otros.
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MATERTALES Y METODOS:

1. Pacientes.

Se estudiaron al inicio del tratamienta catorce pacien
tes del Hospital Infantil de México "Federico Gomez", con diag--
néstico presuntivo de absceso hepdtico amibiane. Cuatro de ellos
presentaron ademds del AHA otros padecimientos infecciosos. Los
casos fueron proporcionados por el Dr. José Ignacio Santos, con
la colaboracidn del Dr. Luis Fernando Pérez Gonzilez,

Del Hospital General de México de la Secretarfa de Sa-
tud, se estudiaron siete casos de aduttos con AHA, recién hospi-
talizados y sin tratamiento. Estos casos fueron seleccignados -
bajo la direccidn del Dr. Romdn Miranda.

En todos los pacientes estudiados el diagnbstico se -
apoyo por el cuadro clinico (7), estudios de ultrasonido y gamma
grama hepdticos (68) y reacciones de hemaglutinaci6én indirecta -

con antigenos de Entamgeba histolytica francamente positiva -

(69). Finalmente, se comprobd que presentaban respuesta favora-

ble al tratamiento con antiamibianos,

2. Controles.

Como controles se utilizaron muestras de sangre fresca
de personas adultas sanas, sin antecedentes clinfcos de amibia--

sis,

3. Sueros.

Se obtuvieron de los pacientes, o en su caso, de los -
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controles, cuatro mililitros de sangre sin anticoagulantes y se -
separd el suero,

E1 suero AB empleado fué proporcionado por el Banco de
Sangre del Centro M&dico Nacjonal (I1.M.S,S.) y guardado a -20° C,
en alicuotas de 1 ml. hasta su uso., En iguales condiciones se -

guardaron sueros de pacientes y de controles.

4., Obtenci6n de células.

Los Teucocitos polimorfeonucleares se obtuvieron segin -
Ta técnica descrita por Bgyum (70).

Se extraen de Tos pacientes o controles 5 ml. de sangre
periférica heparinizada (no mds de 10 U de heparina/mi de sangre)
los cuales se diluyen 1:1 con splucifn balanceada de fosfatos -
0.151 pH 7.2 (PBS 7.2) y se les adicionan 3 m1 de dextran 3% -
(Pharmacia Fine Chemicals, Sweden), preparado en soluci6n salina-
isoténica (SSI). Se dejan sedimentar los eritrocitos por treinta
minutos a 37° C.,, en atmésfera himeda y se obtiene el sobrenadan-
te rico en lteucocitos que se centrifuga durante 10 minutos a 200
g. Se descarta el sobrenadante y las células del botdén se lavan-
dos veces con PBS 7.2 y se resuspenden finalmente en 1 ml de PBS
7.2,

Se estratificaron las células sobre Ficoll (Siama Chem.
Co. U.S,A.) -Hypaque 50% (Minthrop Laboratories N.Y.). 2 = 1.077
» g/mT, se centrifugaron durante 20 minutos a 400 g. Se lavaron -
las c8lulas del botén con PBS 7.2 y se efectud lisis de eritroci-
tos con choque hipotfnico, que consiste en adicionar a las célu-~
las resuspendidas en 1 ml! de PBS 7.2, 3 ml de solucién salina -

0.2%, agitar suavemente durante 30 sequndos y agregar 3 ml de so-
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Jucién salina 1.6%, homogenizar y centrifugar las células por 5
minutos a 200 g., descartando el sobranadante y resuspendiéndo-~
las en 1 ml de PBS 7.2.

Se cuentan lTas c&lulas empleando una cémara de MNew---
bauer y se ajustan a 2000 células/microlitro de PBS 7.2 para -~
pruebas de quimioluminiscencia.

Se observa la pureza de la poblacidén de polimorfonu--
cleares en preparaciones teiiidas con colorante de Hright, y se
mide la viabilidad de las células con el colorante vital azul -
tripano al 0.2% en SSI. La pureza y la viabilidad deben de ser

mayores de 90% para que las células sean utilizadas,

5. Ensayo de Quimiotaxis.

Se empled en el estudio de migracidn celular de Ta po-
blaci6n estudijada del Hospital Infantil de Méxice,

Se utiliza una microcdmara de Boyden {48 Wel Neuropro-
be, Bethesda, Maryland. 71, 72)}. Filtros de Nitrocelulosa {Nu--
cleopore Corp., Pleasanton, CA,) de didmetro de poro de 3 micras
E1 ensayo se realiza con sangre completa, ajustando la concentra
cifn de células a 2000/micralitro con solucidn de Gey balanceada
con hepes y adicionada de albGmina al 1% {NaCl.135 mM, KC1 4.5 -
mM, MgC]Z'GHZO 1.3 mM, CaC'I2 1.5 mM, Hepes 10 mM, Dextrosa 1 -
mg/ml y albdmina 1%). Como quimiocatrayente se emplea n-formil-L
metionil-L-leucil-L-fenilalanina (Sigma Chem. Co. U.S.A,) que es

preparado a una concentracidn de 1073

en SSI y guardado en alf--
cuotas hasta su uso a -20°C., cuando se diluyye a una concentra--
cién de 10"10 en solucién de Gey-hepes-alblimina,

Para medir migracidén al azar se prueban las células -
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contra la solucién de Gey-hepes-albdmina. La respuesta de qui--
miotaxis se prueba utilizando n-formil-L-metionil-L-leucil- feni}
alanina.

Para probar el efecto del suero del paciente sobre sus
propias células se adicion6 éste al amortiguador o al quimioatra
yente, al 20%.

E1 disefio de Tos ensayos a realizar es el siguiente:

Cel. Paciente o Cel. Control + Amortiguador

" 0 " + Quimioatrayente (Qty)

" 0 " + Amortiguador + 20% Suero Paciente
o o " 4+ Qty + 20% Suero Paciente

" 0 " + Nnorfiguador‘+ Suero Control

" 0 " + Qty + Suero Control

Los sueron fueron guardados a -20° C., y cuando se re-
quiri6 inactivar el complemento se incubaron alicuotas a 56° C.,
por 30 minutos y se diluyeron al 20% con amortiguador 6 quimioa-
trayente para probarles sobre poblaciones celulares de indivi---
duos sanos., Como controles se utilizaron sueron de personas sa
" nas, tratados de la misma manera.

Para cada experimento la cdmara de Boyden se incuba du
rante 60 minutos a 37° C., se retira el filtro y se sumerge en -
dcido acético al 1.5% durante un minuto, para lisar a los eritro
citos. Se fija mds de una hora en etanol-agua 1:1, se tifie con
hematoxilina, se deshidrata y se monta en resina histolégica -
(Sigma Chem. Co. U.S.A.).

Las pruebas, realizadas por duplicado, fueron leidas -
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cada una en tres diferentes campos, seglin el método de Zigmond y
Hirsh (73). Los resultados (el promedio de las lecturas) se ex-
presan como distancia migrada {en micras) = Distancia migrada ha

cia el quimioatrayente - Distancia migrada hacia el amortiguador.

6. Ensayo de Quimioluminiscencia.

Se estudiaron tanto los pacientes del Hospital Infan--
til de México como los del Hospital General.

Se realiz6 segin la técnica descrita por Selveraj y -
col. (59}, para sangre completa.

Para el estudio de fagocitosis en nifios se efectuf una
modificacién que consiste en adicionar 150 microlitros de sangre,
dilufda en PBS 7,2 hasta obtener la concentracién de 1000 PMN/ -
microlitro de sangre, en vez de los 10 microlitros de sangre com
pleta que reportan ellos, debido a que el grupo de pacientes que
manejamos en nuestro estudio presentan \eucocito§is considerable.

Para adultos se adicionaron 100 microlitros de polimor

fo nucleares (2000 PMN/microlitro de PBS 7.2)-
. En el ensayo se utiliza Luminol 1 mM (Eastman Kodak -
Col. Rochester, N.Y.,), el cual se disuelve en amortiguador de -
fosfatos 20 mM, pH 7.3, mediante repetidas sonicaciones: seis de
un minuto cada una {Lab-Line Instruments, Inc., Melrose Park, -~
I1Tinois), a 80 ciclos por segundo, realizadas colocando el re--
cipiente con el Luminol en bafio de hielo, para prevenir el calen
tamiento. La solucién resultante se filtra en una membrana de
0,22 micras de didmetro de poro (Millipore, Corp., Bodfor, MA.)
y se guarda en refrigeracién protegida de la luz,

Como particula a fagocitar se utilizé zimosano-A (de -
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Saccharamyces cerevisjae: Sigma Chemical, Co., St. Louis, MO), -

que es suspendido en PBS 7.2, a una concentracidn de 10 mg/ml -
agitidndolo vigorosamente en vortex, Se centrifuga durante 10 mj
nutos a 200 g,, se elimina el sobrante y s¢ le adiciona 1 ml1 de
suero por cada 10 mg de zimosano-A, se incuba a 37° €. durante -
30 minutos, para opsonizarlo y finalmente se lava con.PBS 7.2 y
se resuspende a una concentraci6n de 10 mg/ml can PBS 7.2,

El ensayo se realjzd en viales de 20 ml1 a los que se -
les adiciona 4 ml de luminol 1 mM, 0.8 ml de solucidn de Krebs,
150 microlitros de zimosano-A opsonizado y las células separadas
o sangre completa dilufda (segdn sea el caso). Se agitan los -~
viales y se colocan en un contador de centelleo 1iquido (Beckman
8 Packard).

El disefio de los ensayos a realizar es el siguiente: -
Cel, Paciente o Cel, Contro)

Cel. Paciente o Cel, Contral + zimosaroopsonizado con suero AB

Cel. Paciente o Cel, Control + zimosanoopsonizado con suero del
paciente.

7. Ané]fsis estadistico,

Se efectud por medio de la determinacidn de t de stu-

dent,
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7. Estandarizacign de la técnica de quimiotaxis.

la microcamara de Boyden (48 Well Neuroprobe}, consta-
de duna porcién inferior con 48 pozos de 3.18 mm de difmetro cada
uno y una capacidad de 25 microlitros, una parte superior con 48
horadaciones de 3,18 mm de didmetro cada una y una capacidad de
50 microlitros de volumen, un empaque de silicdn que se coloca -
en la unidn de ambas partes de Ya cdmara y 6 tornillos que fijan
firmemente ambas porciones de la cdmara (Figura 8).

E1 procedimiento para ensayos de quimiotaxis es el si-
guiente: '

-~ Se ajusta el veolimen de la micropipeta de manera --
que se Tlene el pocito y se forme un pequeio menrisco positive, -
para que cuande se coloque el filtro no gueden atrapadas burbu--
jas de aire. El voldmen empleado serd aproximadamente de 25 mi-
crolitros,

- Se orienta la parte inferior de la Cdmara de tal -
forma que la marca NP se encuentre orientada hacia la parte supg
rior izquierda, Se procede a 1lenar los pezos con el quimioatra-
yente o el control, lo cual no debe tomar mds de 5', para evitar
pérdidas por evaporacitn.

- Se realiza un pequefio corte en la esquina superior -
izquierda del filtro, cuando el lado brillante de &ste se encuen
tra hacia abajo.

- E1 filtro previamente humedecido con el amortigua--
dor, se alza por los extremos con un par de pinzas y se colg
ca sobre la cdmara (con la porcién cortada orientada hacia la es
quina superior jzquierda), permitiendo a la porcidén central de -

éste entrar primero en contacto con los pozos. Este paso debe -
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ser muy cuidadoso para que se eviten ajustes en la posicidn del-
filtro, lo cual podria provecar contaminaciones entre los pozos.

- Se coloca el empaque de silicén con la esquina cor-
tada hacia la parte superior izquierda y enseguida la parte supe
ricr con la misma indicacién de la marca NP hacia el extremo su-
perior izquierdo. Se presiona firmemente al mismo tiempo que se
colocan y aprietan los tornilles hasta que gqueden bien ajfustados.

-~ Se llenan los pozos superiores con 50 microlitros -
de células ajustadas a 2000 cel/microlitro. E1 1lenadao debe de
ser realizado con cuidado sobre las paredes del pozo y rdpidamen
te, para evitar que se formen burbujas de aire. En caso de exis
tir Estas, deben removerse con la pipeta hasta que el pozo gquede
1lenado adecuadamente,

' - Se incuba 1a camara a 37° €. y atmdsfera himeda du-
rante 60 minutos, transcurridos los cuales.- la cdmara se invierte
sobre gasa para eliminar el voldmen de los pozos superiores, se
remueven los tornillos y se separan ambas partes de la cdmara. -
Se retira el filtro y se introduce unos minutos en dcido acético
al 1,5% para lisar los eritrocitos. Se fija en etanol-agua 1:1-
por una hora o més.

-~ Después de haber fijado el filfro, éste es lavado -
con agua durante 10’ y pasado a un recipiente que contenga hema-
toxilina, donde se deja tefiir durante 30°'.

- E1 filtro es vuelto a lavar con agua durante 10' y
decolorado con HCL 0.5% remojéndolo répidamente en 1a soluci6n y
volviéndolo a lavar con agua,

-~ Se introduce en una solucibén de Chromatrope 3 R al

2% durante 1 minuto y se vuelve a lavar el filtro,



- El filtro asf tefiido estd listo para deshidratarse-
y montarse en resina histol6gica.

- E1 filtro es colocado en etanol absoluto durante 5°
luego en propanol 3', posteriormente en propanol-xilol por 3' ¥
finalmente en xilon 5',

- Se corta el filtro a la mitad para montarlo en un -
portaobjetos previamente adicionado de resina histolégica, con -
el lado que contiene a Tas células hacia abajo y se cubre perfec

tamente con un cubreobjetos,

Lectura del Filtro:

- Esta se realiza seqin el método de Zigmond e Hirsh-
(73), anotando la distancia que existe de donde se encuenta la -
mayor densidad de células (en donde fueron colocadas éstas), has
ta el campo ;n donde se observan cuando menos tres células. La
distancia se lee con el tornillo micrométrico de un microscopio
bajo el objetivo de 10 x, Cada prueba se realiza al menos por du
plicado y se teen cuando menos tres campos de cada pozo. S5e rea
liza un promedio de las lecturas, tomandose como valor final,

Para lograr obteher nigracién en este sistema y contar
con resultados reproducibles, primero se estableci6 el ndmero -
adecuado de c&lulas para trabajar, siendo de dos millones de cé-
Tulas por mililitro, tal como 1o reporta la Titeratura. Un nime-
ro mayor de células puede darnos preparaciones con tantas célu--
Tas que nos impiden leer las placas adecuadamente y menores can-
tidades de células se traducen en dificultad para localizar las

células y con ello hace poco representativo el experimento.
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Se prepar6 el n-formil-L-metionil-L-Teucil-fenilalanina como agen
te quimioatrayente y se probaron varios medios para células en -
donde se obtuviera la mejor migracidén; estos fueron PBS 7.2, me--
dio de Hank y medio de Gey adicionado o né con albdmina s€rica bo
vina al 1%, En donde se observaron los mejores resultados fue el
medio de Gey adicionado con albdmina 1%, dextrosa 1 mg/ml y he-
pes como amortiguador de pH,

Para seleccionar 1a mejor concentracidn de quimiocatra--
yente se realizaron curvas de migraci6n celular contra diferentes
concentraciones de quimioatrayente (Grdfica 1), en donde se pre--
senta el promedio de cinco experimentos. Se escogié la dilucién 10-10.

También se probd otro quimioatrayente que fue el suero-
humano activado con zimosano que se probd a diferentes concentra-

ciones obteniéndose los siguientes resultados:

Quimioatrayente Distancia migrada (micras).
n-formil-metionil~péptido 93.75
Suero activado con zimosano 100% 60
" 50% 48,33
" 20% 48.33

Se observa que el n~formil-metionil-pEptido actda como un
buen agente para estimular la migracién de los leucocitos y se -
usa para medir &sta en el grupo de pacientes con AHA que se pre--
tende estudiar.

Se realizaron también pruebas para determinar el tiempo-
de incubacidén del sistema para una Gptima medida de Ta migracién-
y lo definimes a una hora en base a que en ese tiempo observamos
la mejor migracidn.

Finalmente la prueba quedf ajustada como'se describié-

en el pynto 4, de este mismo capftulo,
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Distancla
{rmicram) A

14

13

Disrancia
(micros)
Tt
2.288
3.29
13.04
14.20
19.37
9.366
4.83
.07
-3.79
-~9.08

~log C: Concentracidn de n-formil-L-metionil-L_-leucii-feniialanina

GRAFICA~— 1

51



8. Estandarizacidn de la técnica de quimiotuluminiscencia:

a. Empleo del contador de centelleo.

La literatura reporta que una prueba de quimiohhinis-—
cencia puede ser lefda en un contador de centelleo l1iquido para
particulas beta o en un lumindmetro, que es ya un equipo espe---
cialmente disefiado para pruebas de quimioluminiscencia (74}.

Se contaba con un contador de centelleo lfquido (Beck-"
man LS-7500), por lo que se enfocd la atencidén sobre el manejo -
adecuado de este tipo de equipos para ia realizaci6én de esta -
prueba,

Un contador de centelieo 17quido estd disefiado para -
percibir 1a emisidén de particulas beta por los radionucledtidos-
tales como 146 y 3H {entre los mds frecuentemente empleados}. Po
see dos tubos fotomultiplicadores que detectan fotones., Para el
caso del material radioactivo los fotones son producidos cuando-
durante el curso de transformaciones nucleares un neutrén se -
transforma en un protdn emitiendo simultdneamente un neutrino y
un e1eétrﬁn que por viajar distancias cortas necesita de un sis-
tema revelador gue serd proporcionado por un soluto y un solven-
te; la particula beta excita al solvente y éste transhite la ex-
citacién al soluto que rdpidamente retorna a su estado basal emi
tiendo cuantos de luz: fotones, en cantidad proporcional al ndme
ro de particulas radicactivas que estén produciendo excitacidén -
en el solyente.

Sabiendo que durante la faggcitosis, como ya se descri
bié anteriormente en generalidades, se emiten fotones, es posi--

ble aprovechar este sistema de deteccifn, aplicdndolo a la medi-
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cion de la respuesta metabélica celular, condicién para 1a cual -
se hace necesario tomar en cuenta ciertos factores, algunos de -
los cuales dependen de las caracteristicas intrinsecas del equipo

con que se trabaja y otros del sistema celular empleado.

Caracterfsticas del sistema celular:

- Las cantidades de fotones gue se producen durante 1la
fagocitosis son tan bajas, que se hace necesario utilizar un niime
ro muy grande de c&lulas para apreciar el fendmeno.

- E1 material y reactivos que se emplean deben de ser
guardados en Ta obscuridad cuando mengs durante 48 horas y el ex-
perimento realizado Gnicamente bajo luz roja, para evitar en lo -
posible que el contador detecte fotones del medio ambiente que no
provengan de la actividad celular.

- Lo anterior se puede minimizar con el empleo de sus-
tancias amplificadoras de la respuesta como lo es el Tuminel, -
reactivo que paré mayor actividad se preserva de la luz y que per
mite utilizar un ndmero menor de células,

- Cuando se sigue durante un tiempo la emisifn de luz -
durante la fagocitosis se observa que se produce un incremento -
gradual en la cantidad de Tuz (reportada por el contador como  ~
cuentas por minuto: CPM), la cual llega a un tope méximo para pos
teriormente descender hasta su punto de partida, trazdndose asf -
una curva. Los resultados pueden ser por tanto expresados como -
altura del pico o como 4rea bajo la curva, siendo por ello necesa

rio realizar cinéticas de produccidn de Juz en cada experimento,
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Caracteristicas del equipo:

- E1 contador de centelleo liquido de Beckman LS 7500,
que se empled, es un equipo que cuenta con programas definidos,-
especialmente disefiados para la lectura de radiactividad. Algu-
nos de los pardmetros dentro de cada programa son modificables y
otros no, por lo que se tuvo cuidado de escoger un programa que
pudiera ser adaptado a las necesidades del ensayo.

-~ Este equipo cuenta con un sistema intégrado de com--
pensacifn automdtica de "quenching",en el cual una perla de -
125Cs. al encontrarse cerca de la muestra, permite al equipo de-
tectar en ella toda fuente de fotones que no provenga de mate---
rial radiactivo, 1la registra_en su memoria y posteriormente cuan
do 1a muestra es lefda, resta la lectura inicial reportando solo
las CPM que provengan del material radiactivo. En muestras de -
quimioluminiscencia, el equipo reconoce que solo poseen "quenching"
y dd resultados de cero CPM cuando se emplean estos programas; -
el equipo no admite que sea borrado este pardmetro cuando se en-
cuentra introducido en la memoria del programa. Por esta razdn-
se debe escoger un programa que no tenga la orden de compensa---
ci6n automdtica de "quenching".

- La energia de los fotones emitidos durante la fagoci
tosis coincide con Ta producida por el 3H y por ello es conve---
niente escoger un programa que incluya la region para lecturas -
de 3H.

- Como es importante trazar una curva de produccidn de
luz, se programa al contador de centelleo 1iquido para que cada
muestra la lea poco tiempo y durante ciclos repetidos,

Con todas estas observaciones, el programa de este -
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equipo que mejor llena los requisitos es el # 9, No posee com--
pensacién automtica de "quenching" y se puede programar para -
que cuente cada vial 0.5 min. durante 10 ciclos, lo que equivale
(dependiendo del nimero de viales), si se utilizan doce viales -
(en el disefio de este experimento es lo requerido para un pacien
te y un control) a que cada vial sea lefdo aproximadamente' cada

siete minutos.

b. Condiciones 6ptimas de reaccién,

1. Los reactivos fueron preparados como lo reporta la
Titeratura (59), sin embargo al probarse el sistema se encontra-
ron muy pocas CPM, aunque Ta cinética esperada sf se observa -
{(Gréfica 2),

2. Se aumenté el ndmero de c€lulas observdndose un in

cremento en las CPM proporcional al nlmerp de células adiciona-

das.
# de Células: Pico de fL:
100,000 PMN/vial 280 CPM
300,000 PMN/vial 3,960 CPHM
600,000 PMN/vial 41,506 CPH -

Se aprecia que de acuerdo con 1o reportado en la lite-
ratura (59) nosotros debemos incrementar grandemente el ndmero -
de c8lulas adicionadas para obtener un efecto similar,

Pensando en las otras variables que pueden interferir-
en nuestro estudio se rectificd Ta preparacidn del luminol. Al
volverlo a preparar se observaron respuestas similares a las an-
teriores. Se decidi6 entonces aumentar la cantidad de luminol,-~
s6lo que es un reactivo diffcil de disolver y no se logr§ aumen-

tar 1a concentracién en solucifn, La otra opcién fué no reali--
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zar la dilucibn 1:2 antes de emplearse, que sefialan las referen-
cias, esta medida fué la que mejor funciond y los siguientes pa-
sos fueron determinar lacantidad de células que se emplearfan y
la concentraci6én de zimosano adecuada.

Experimentos subsecuentes demostraron gque la respuesta
de quimioluminiscencia aumenta siempre cuando nosotros incremen-
tamos el nidmero de c¢élulas, Por un lado cantidades superiores a
un milldn de células daban respuestas de quimioluminiscencia muy
altas, hasta de mis de un mill16n de CPM, siendo excesivas para -
el buen funcionamiento del equipo empleado; en ésta medida des--
pués de repetidos experimentos se decidid que el nimero 6ptimo -
de cé8lulas eré de 200,000 PMN/vial, para obtener una respuesta -
Gptima de alrededor de 50,000 CPM para individuos sanos.

Con respecto a la cantidad éptima de zimosano tenemos-
la sighiente grdfica 3, que cliaramente nos indica que cuando au-
mentamos Ta concentracifn en el vial de zimosano opsonizado au--
menta la respuesta de quimicluminiscencia y se acortan los tiem-
pos en que se produce el pico de quimioluminiscencia. De aquf se
eligid usar 150 microlitros de zimosano como lo sefiala .la bibligp
graffa (59) debido a que se tenfa ya una buena respuesta con és-
to y ademds como se opsonizaba zimesano con suero del paciente,-
utilizar mayores concentraciones de zimosano se traducfa en in--
crementar el voldmen de suero empleado por lo que se-prefiere -

utilizar la cantidad mencionada.
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IV, RESULTADOS:

1. Pacientes,
Las tablas 1 y 11 nos muestran un resumen de las carac-

terfsticas clinicas de los pacientes estudiados.

2. Migracidn celular:

En las tablas III, IV y V se presentan los resultades
obtenidos con la prueba de quimiotaxis. La tabla VI muestra un
resumen de estos resultados.

Se observa que las células de los pacientes muestran -
una respuesta de migracisn similar a la de los controles (p»n.1)
No asi el grupo de pacientes que cursaron ademds con otras infec--
ciones en donde encontramos una mayor migracién que en el grupo-

control. (pg0.01},

3. Influencia del suero sobre la migracifn celular:

En estos experimentos se utilizaron sueros frescos pro
venientes de pacientes sin infecciones agregadas al AHA, Los re
sultades se presentan en la tabla VII, no observindose ninglin -
efecto del suero sobre la migracidn de cé8lylas de pacientes o de
controles, al comparar con el sistema suerb del control vs célu-

tas del control. (p>0.,1}.

4, Influencia del suerg de pacientes en la migracifn de céfulas
de control:
Este experimento fué planeado para eliminar el efecto-

del complemento sobre la migracién celular, asi como al usar cé-
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lulas provenientes de un solo individuo en cada experimento, se
evitaba la heterogeneidad de la respuecsta. Se utilizaron sueros
guardados a - 20°C., e inactivado complemento. Los resulte;dos -
se muestran en la tabla VIII y tampoco se observa ninguna influen
cia del suero sobre la migracidn celular. {p>»0.1).

La tabla IX resume los resultados de los puntos 3 y 4,

5., Quimioluminiscencia:

La respuesta del grupo estudiado en el Hospital Infan-
til de México se presenta en Ya tabla X y se observa claramente-
incrementada en los pacienfes con AHA (p € 0.001) aprecidndose -
que en el grupo de pacientes con infecciones agregadas el aumen-
to en la respuesta es varias veces mayor al del grupo que curs6-
s6lo con AHA,

En la tabla XI donde se presentan los resultados de -
adultos con AHA vemos que la observacidén anterior se repite, ob-
servandose una respuesta mayor a l1a del control en el grupo de -
pacientes con AHA (p < 0,001),

En la respuesta de las células hacia zimosano opsoniza
do con suero AB 6 con suero del paciente no se observan diferen-
cias ni para el grupo control, ni para los pacientes (p>0.1),

La tabla XII presenta el resumen de estos resultados,
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I.

CARACTERISTICAS CLINICAS DE NIROS CON AHA

Sexo:
Edad:

Duracidn de los sintomas
antes de la terapia:

Terapia:

Dolor abdominal:
Hepatomegalia:
Fiebre:

Diarrea:

Voémito:

Leucocitog / m
PMNs / mm?

Fosfatasa alcalina:

TGO:

TGP:

Bitirrubina total:
Proteinas totales:
Albimina:

Hemoglobina:

Absceso Unico:

Abscesos miltiples:

AHA + otras infecciones:

Titulos de anticuerpos:

Ultrasonido y Gammagrama:

Evolucién:

10 varones, 4 ninas.

5.82 * 4 afios (10 meses-13 afios)

14.84 ¥ 9.24 dfas.

Metronidazol-Dihidrometina 13/14
Metronidazol 1/14

14 /14,
13 / 14,
14 7 14.
5/ 14.
4/ 14.

12,757 ¥ 6,463
7,024 ¥ 3,651

4.8 ¥ 2.15, 7/14
85.07 ¥ 119.7 13/14
35.61 ¥ 35.98 13/14
107076 1214
5.04 21.19 13/14
2,49 Y 0.55 13/14
10.74 ¥ 1.42 13/14
12 / 14.

2 / 14, 2 nifas.
4/ 14, 1 nina.

Todos > 4,096 para Ag de amiba.
Hemoglutinaci6n indirecta.

Congruentes con AHA 14/14

Curacidn 100 %. 14/14.
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TABLA

I1.

CARACTERISTICAS CLINICAS DE PACIENTES ADULTOS CON AHA

Sexo:

Edad:

Terapia:

Dolor abdominal:
Hepatomegalia -

Fiebre

Titulos de anticuerpos:
Ultrasonido y Gammagrama:

Evolucidn:

6 hombres, 1 mujer.

25 - 60 afios.

Metronidazol T/77.
177

717

6/7

Todos > 4,096 para Ag de amiba.
Congruentes con AHA 7/77.
Curacidn 100 % 777,
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TABLA TTIT1.

QUIMIOTAXIS:  Respuesta de migracidn celular de individuos sanos
Amortiguador juimjoatrayente Distancia Migrada

14,00 38.00 24,00

10.00 21.25 11.25

6.25 42.50 36.25

51,25 73.75 22,50

52.50 117.50 65.00

48.75 90.00 41,25

33.75 98.75 65.00

13.75 105.00 91.25

35.50 60.00 24,50

38.25 75.00 36,75

16.16 90.00 73.84

48.75 82.50 33,75

62.50 73.75 11,25

58.75 91.25 32,50

X 35.01 75.66 40.65

s t19.58 * 27.00 t 24,16

Los resultados se presentan como distancia migrada en micras.

X : Media.

s : Desviacidn Estdndar.
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TABLA 1IV.

QUIMIOTAXIS: Respuesta de migracién celular de pacientes con AHA

Amortiguador Quimioatrayente , Distancia migrada

16,25 71,25 55.00
15.00 26.25 11.25
56.25 98.75 22.50
38.75 .00 81,25
11.25 ' 95.00 83.75
42.50 65.00 22.50
17.50 _ 76.66 59.16
56.. 60  96.28 39,65
68.75 155.00 , 86.25
76.25 140.00 63.75
% 19.91 90.41 50.50
s * 24,06 t 36.79 t 24,14

Los resultados se presentan como distancia migrada en micras.
R : Media s : Desviacidn estandar.
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TABLA V.

QUIMIOTAXIS: Respuesta de migracion celular de pacientes con AHA que
cursaron con otros problemas infecciosos asociados

ProbTema Asaciado Amortiguador Quimioatrayente Distancia
Migrada
Suboclusidn Intestinal 12.05 96.25 83.75
Bronconeumonia 13.75 112.50 98.75
Peritonitis 93.75 158.75 65.00
AHA con fistula 58.75 147.50 88.75
X 44.68 128.75 84.06
s 39.15 29.28 14,05

Los resultados se presentan como distancia medida en micras
X i Media. s : Desviacién Estdndar.



TABLA VI.

MIGRACION DE LEUCOCITOS PMNs

GRUPO N A ot D. M.
NINOS:

A. CONTROLES 14 ,35.01 475.66 440.65

~19.58 27.00 24.16

B. PACIENTES AHA 10 +39.91 490,41 +50.50

‘ ~24.06 =36.79 =24,14

C. PACIENTES AHA + 4 48,68 128,75 ,84.06

OTRAS INFECCIONES. =35,15 = 29.28 <14.05

N: Nimero de muestra.

Qt: Migracion hacia el quimioatrayente.

D. M.: Distancia migrada. Diferencia de Qt - A.

A. Migraci6n hacia el amortiguador.
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TABLA VII,

INFLUENCIA DEL SUERC DE PACIENTES CON AHA SOBRE LA MIGRACION CELULAR

CELULAS DE CONTROLES CELULAS DE PACTENTES CON AHA.

Presencia de suero de controles Presencia de suero de controles Presencia de suero de pacientes

L9 -

A Qt D. M. A ot D, M, A ot D. M.

23.75 38.75 15.00 95.00 1i8.0 15.00 85.00 83.75 - 1.25

63.75 101.25 37.50 50.00 81.25 31.25 72.50 81.25 8.75
87.50  98.75 11.25 53.75  72.50 18.75 75.00  78.75 3.75
90.00  98.33 8.33 73.33  99.16 25,83 112,50 110.83 - 1.67
26.00  25.00 0.00 26.26 38,75 12.50 41.66 46,25 4.59
82,50 103.75 21.25 40.00 70,00 30,00 40,00 112.50  41.25
87.50 122.50 35,00 132,50 131.25 - 1.25 137,50 135.00 - 2.50
123.75  130.00 6.25 120.00 126.25 6.25 110.00 125,00  15.00
72,96 89.79 16,82 73.85 91.14 17.29 84.27 96,66 8.49 X
t34.20 *37.73  *13.581 $38.54  $31.39  t11.50 t34.42 129,25 114.50 s
A, Migracién hacia el amortiguador Qqt. Migkacién hacia el quimioatrayente

D, M. Distancia miqrada. Diferencia de Qt - A.
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TABLA VIII.

INFLUENCIA DEL SUERC DE PACIENTES CON AHA SOBRE LA MIGRACION DE PMNs DE
PERSONAS SANAS.

kY

Presencia de’suero de controles Presencia de suero de Pacientes
A 0t D. M. A qQt D. M.
80.00 50.00 10,00 87.50 91.25 3.75
88.75 92.50 3.75 86.25 98.75 12.50
95.00 93.75 - 1.25 93.75 95.00 1.25
105.00 88.75 - 16.25 ©86.25  100.00 13.75
95.00 98,75 3.7% 103.75 107.50 3.75
93.75 93.75 0.00 95.00 95.00 0.00
93.75 103.75 © 10.00 100.00 100.00 0.00
76.25 108.75 32.50 i . 92.50 93.75 1.25
x 90.94 96.25 5.31 93.12 97 .65 4.53
stone * 697 13,75 . t 644 T 5,06 1 5.50

A. Migracidn hacia el amortiguador.
Qt. Migracidn hacia el quimioatrayente,
D.M. Distancia Migrada, Diferencia de Ot - A.



TABLA 1X.

INFLUENCIA DEL SUERO DE PACIENTES CON AHA* SOBRE LA
MIGRACION DE LEUCOCITOS PMNs

GRUPO: N A ot D. M.

Cédula de controles:

A. Suero de Controles 8 72.96 89.79 16.82

Ty twz fum
Cédula de pacientes:
B. Suero de controles 8 + 73.85 + 91.14 N 17.29
- 38.54 «~ 31.39 - 11.50
C. Suero de Pacientes 8 + 84.27 + 96.66 + 8.49
-34.42 -29.25 - 14.50
Cédula de controles :
D. Sueros de controles 8 + 90,94 + 96.25 + 5,31
- 9,12 - 6.97 -~ 13.75
E. Sueros de Pacientes 8 93.12 97.65 4,53
T76.84 ts06 s

*Solo se incluyeron pacientes con AHA no asociado a otras infecciones
Los sueros fueron inactivados a 56°C por 30' y probados contra célu-
las de un mismo donador.

A. Migracion hacia el amortiguador. Qt. Migracidn hacia el

D.M. Distancia Migrada. Qt - A, quimjoatrayente.
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TABLA X.

QUIMIOLUMINISCENCIA: Respuesta de Faqociiosis hacia Zimesano opsonizado

Controles Pacicntes AHA Pacientes AHA +
otras infecciones

Y 12,600 290,742
16,500 © 111,000
33,100 207,205
28,700 311,071
9,500 129,494
16,400 348,794
35,500 137,935
19,600 125,360
21,600 176,430
18,400 " 355,146 . 7
16,300 172,425
18,800 870,829
12,900 1,425,375
24,900 746,235
x o am 199,320 803,716
s o981 Y 97,335 1 514,067

Los resultados se expresan en cuentas por minuto: CPM
% ¢ Media. -5 : fosviacidn estandar.
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TABLA X1,

ADULTOS CON ABSCESO HEPATICO AMIBIANO
QUIMIOLUMINISCENCIA: Respuesta de fagbcitosis hacia Zimosano opsonizado

Zimosano opsonizado con suero AB Zimosano opsonizado con suero del
paciente

Controles Pacientes | Controles Pacientes
55,000 272,500 ' 57,500 457,500
17,200 221,600 14,900 - 200,400
11,100 80,300 10,300 50,300
3,700 89,800 15,200 190,600
56,200 790,200 60,500 603,400
49,200 140,200 39,300 508,500
52,500 373,000 47,950 158,450
X 34,986 366,800 ' 35,093 309,878
5 23,184 290,838 21,404 A 209,371

Los resultados se expresan en cuentas por minuto : CPM
X 1 Media. s : Desviacibn estindar



TABLA XI1T1.

RESPUESTA DE QUIMIOLUMINISCENCIA

+

GRUPO N PICODEQL : X - s
NIROS:
. CONTROLES 14 21,7711+ 9,251
.~PACIENTES AHA 10 199,320 + 97,335
. PACLENTES AHA + 4 803,716 + 514,067

OTRAS INFECCIONES

ADULTOS:

RESPUESTA A ZIMOSANO OPSONIZADO CON SUERO AB.

. CONTROLES 7 34,986 + 23,184

. PACIENTE AHA 7 366,800 + 290,838
RESPUESTA A ZIMOSANO OPSONIZADO CON SUERO DEL PACIENTE

. CONTROLES 7 35,003 + 21,408

. PACIENTE AHA 7 300,878 + 209,371
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V. DISCUSION:

E1 ensayo de quimiotaxis s6lo fué realizado en nifios -
con AHA, debido a que los adultos habfan sido estudiados con an-
terioridad y suspendido el estudio por el cierre temporal del -
Hospital General de México; el trabajo se continu6 en nifios ex--
tendiéndose a estudiar quimioluminiscencia y quimiotaxis.

En el anélisis de resultados, al estuﬁiar la respuesta
de quimiotaxis en los pacientes con AHA sin otras complicaciones,
vemos qbe las células responden en forma muy parecida a las del
grupo control y se plantea con ello varias posibilidades:

Primero, no debemos de perder de vista que la respues-
ta fué medida en sangre total y que se diluyd mds que la del gru
po control por la leucocitosis que presentan los pacientes. Es-
to puede eliminar, al menos en ﬁarte, el efecto de los factores-
séricos presentes. También distrae la comparacién porque se dis
minuyb Ta presencia de hemoglobina al diluir, eso sin tomar en -
cuenta que cuando este mismo tipo de pacientes con leucocitosis-
y hemoglobina disminufda cursan ¢on infecciones asociadas al AHA,
si presentan sus cé8lulas una mayor respuesta de migracibn al -
n-formil-L-metionil-L-Tleucil-fenilalanina.

Una consideracidn es que Entamoeba histolytica, como

agente invasor, no prnduce sustancias que induzcan a los PMN a
migrar a mayores velocidades, como se ha descrito para el caso -
de bacterias que puedenl11berar sustancias que actdien como cito-
taxinas incrementando la migraci6én. Ni tampoco cuenta con la -

presencia de citotaxinfgenos (60)., Simplemente E, histolytica -

. 13



estd escapando de la vigilancia del huésped por medio de mimetis
mo antigénico (escondiéndose tras sustancias del hudsped como po

drian ser eritrocitos). Que E. hystolytica no esté produciendo

agentes que inhiban Ta migraci6n celular (60, 46).
También pueden estar sucediendo ambas cosas, que puede
poseer citotaxinégenos y/o citotaxinas, pero que &stos puedan es

tar siendo inhibidos por sustancias liberadas por E. histolytica.

Analizando el efecto que tiene el suero de los pacien-
tes sobfe la migracién, vemos que se comporta de forma muy simi-
far al de controles, no pareciendo existir en &1 sustancias que
modifiquen la migracién,

Al analizar los resultados de quimioluminiscencia ve«-
mos que la respuesta fagocftica estd claramente incrementada en
comparacidén con la de los controles, aunque no tanto como la de
aquellos pacientes que cursaron con infecciones asociadas. Los-
estudios realizados en adultos corroboraron 7los hallazgos de -
que la respuesta fagocftica estd incrementada en este tipo de pa
cientes, Ademds de que se observa que la capécidad opsonizante-
del suero es comparable a l1a del suero AB utilizado como control,

En el caso del grupo de nifios con infeccifn bacteriana
agregada al AHA creemos que la respuesta fagocitica estd incre--
mentada principalmente por la infecci6n bacteriana, La recupera
cifdn de &stos nifios también fué buena, aunque mis lenta.

También se observa que la desviacién estindar en estas
pruebas no es pequefia y lo atribuimos a que Jas poblaciones de -
neutrdfilos de diferentes individuos no se activan en la misma -
proporcién, respondiendo a pruebas de fagocitosis con diferente

intensidad (75).
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VI. CONCLUSIONES:

En conjunto vemos que leucocitos PMN provenientes de -
pacientes con AHA no presentan diferencias en su capacidad de mi
gracidn con respecto a aquellos provenientes del grupo control -
ni tampoco se observa que el suero modifique de alguna manera la
respuesta, En el estudio de quimioluminiscencia 7Ta respuesta se
encuentra claramente inérementada y la capacidad opsonizante del
suero, normal,

Con estos datos se puedé suponer que la respuesta in--
flamatoria en estos pacientes es normal, sin embargo, adn cuando
ésfe en el primer estudio_en'su género realizado en personas que
cursaron con infecciones parasitarias, por lo que no tenemos -
otras fuentes de comparacidn, observando que en los pacientes -
gque cursaron ademds con otras infecciones bacterianas tanto Ta -
de migracifn como la quimioluminiscencia se encuentra incrementa

da mayormente, se propone que E. histolytica, probablemente po-

sea mecanismos de mimetismo antigénico que le permiten pasar -
desapercibida para e1 huésped o bien que produzca factores que
inhiban parcialmente 1la réspuesta inflamatoria, traduciéndose -
como un éfecto de activacién moderada, que le permiten estable--

cerse en un organismo como patdgenao.
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